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わ が国老人腸管の Clo stridiu m pe rfringe n sに つ い て
一 特に そ の 恒 常性 な らび に高数値 に つ い て 一
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Clo stridiu m pe rfrin ge n s(ウ エ ル シ 3･ 菌) は人間
腸管 の ノ ー マ ル フ ロ ー ラ で は あ るが , 少数 グ ル ー プの
菌に 属 する と報告 さ れて きた
1卜 5)
. しか し , 赤真 ら8や
当教室の Nakaga w a& Nishida
7) は す で に わ が 国 の
健常な老人腸管内に C. perfringe n sが意外 に 多 い こ
とが あ る と述 べ て い る . 著者 は こ れ ら の 老人腸管内で ,
こ の 病原菌 と して 知 られ る C. pe rfrin ge n sが 恒 常 的
に 数多 く存在す るの で は な い か と考 え , こ れ を確 め る
た め 本研究 を お こ な っ た . 本 実 験 で は 以 前 に
Nakaga w aら
7)が 菌検索を お こ な っ た施設 と同 一 施 設
の 老人を対象 と し て , 以上の 目的の も と に 腸管内 に お
け る C. pe rfringe n s数 の 恒常性 とそ の 定着性 お よ び
α 毒素原性 に つ い て 検討 し た . 実験 の 途次 こ の 施設 の
老人 に 対 し , 乳酸生菌製剤の 供与 が開始 され た の で ,
こ の 影響を も対象と し て 考慮 し検討 し た . こ の 時, 同
時 に 腸 内 の 最 も 主 力 と な る 細 菌 群 と し て
Ba cte r oide s, La ctoba cillu s, B E P群 (Bifido -
ba cte riu m, Eubacte riu m, Pr opio niba cte riu m
を 一 括 して B E P群と し た) に つ い て も検 討し た ,
材料お よ び方法
1. 被検対象
老人ホ ー ム (陽風園. 金沢市三 口 新町) に 住む 30名
の 健康な老人 ( 男女各 15名 , 63～ 79 歳)の 糞便 , 金
沢大学医学部学生6名 , 当教室員 1名お よ び金沢 大学
医学部付属病院内保育所 の 12名の 健康 な乳幼児(生後
1 ～ 19カ月)の 糞便を検討 し た . 被検 材料 は蒐集後 た
だ ち に 実験 に 使用 した が , 止む を 得な い 場合は 室温放
置 3時間以内の もの を使用 し た .
2. 菌数測 定
C. pe rfrin ge n s数の 測定 は定量 法 の 他 に 大 量 の 試
ClostYidiu m 旅ク:桁ク曙en Sin the′Intestin es of
sistentInhabitatio n with HighNu mber of C.
料 中の 菌を 測定す る た め に 概数測定法をもちい た. その
他の 歯種 は概数測定法 に よ り菌数 を測定 し た .
1) 定量法:T G C培地(ニ ッ サ ン)9.5m 沖 に 糞便
0,5mエ容量 を投入し , よ く混和 し て 糞便懸濁液 を作り,
こ れ を 更に T G C培地 で 1 0倍段階希釈 し , 糞便の 10
n
希釈液 を作 っ た . 各希釈段階 より 必要 と思 わ れ る希釈
液に つ い て そ の 0.1m ほ カ ナ マ イ シ ン (K M)100〃g/
mL加 Nagle r培地
8) (以 下 K M- Nagle r培地 と略) 表面
に 均等 に 塗布 し , 37℃ 24時間嫌気培養 (後述) 後, 得
ら れ た集落数 に 希釈係数 を乗 じ て 糞便 1 mエ容 量 中の
C, pe rfringe n s数 を 算出し た ,平板上 の 菌数 の 算出は
30～ 300個 の 集落数を示 した培地 を使用に 供し た . な
お実験 の 後半に は T S N寒天培地
9)
を も ち い た ( 本文中
に 培地の 変 っ た こ と を明記 し た). こ の 際 は上記希釈液
を混釈 して 43 ℃ 16 時間嫌気培養後, 得 られ た集落数
に 希釈係数 を乗 じ て 菌数 を算出し た . 選択培地の 検討
の た め に S P S培地1 0)を も ち い た が , こ の 際に は 37 ℃
24時間嫌気培養を お こ な っ た .
2) 概数測定:概 算数を知る方法と して は, 尿中細
菌の 概算数を測定す る方法I l)に 準拠 して お こ な っ た ･
す な わ ち , あ らか じ めそ れぞ れ の 菌 種 の 10
2
,
103 ,10
4
あ る い は 10
5/ 山に 相当 す る集落 を持 っ 標 準平板 を作
製 し , こ れ を写真 に 頼 り , 披検材料 の 集落数 を標準平
板 に 照合 し て 読 み と り , 10
2
,10
3
,10
4 あ る い は 10
5 台/
mLで 表 示し た . C. pe rfrin ge n s数 の 測定 に は 上記糞便
懸蘭液 の 原液 0.1 mL % K M-Nagle r培 地 表面 に 塗 布
し , ま た実験の 後半 に は T S N寒天培地 に 混釈 し て 嫌
気培養後 , 得 ら れ た 集落数 を 概数測定 に 供 し た ･
La ctoba cillu s, B E P群 の 菌数測定 に は , 上記糞便懸濁
液 を T G C培地 で 10
~ 4 に 希釈 し た液 を作 り , その 0･1
mL を L BS培地1 2)表面 に 均 等に 塗布 し , La ctobacillu s
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Ba cteriolog y(Dire cto r: Pr of. S. N ishida), Scho ol of Medicin e, Kan aza w aUniv ersity･
老人腸管内 Clo stridiu m perfringe n sの 恒常性 と高数値
は好気培養 . B E P群 は嫌気培養後 , 得 られ た集落数を
概数測定 に 供 し た ･ Ba cte r oide sは G A M寒天培地(ニ
ッ サ ン) に 5 %(Ⅴ/ V) 羊血液, 0.1 % 胆汁酸 ソ ー ダ ,
0.0001 % ブ リ リア ン ト緑お よび 100〃g/ m£カ ナ マ イ シ
ン (K M) を加え た Bacter oide s用選択 G A M平板培
地1 3憧 使用 し て , 同 じ く 10
~ 4 希釈を し た 糞便懸両液
0.1皿エを塗布 し , B EP 群と 同様に概 算菌数 を 算出 し
た.
3) 菌 数 測 定 用 培 地 上の 集 落 の 鑑 別 :C.
pe rfringe n sは K M
- Nagle r平板上 で 37 ℃に 24 時間
培養し , レ シ チ ネ ー ス 反 応を も つ 1 ～ 3mm大の 円形 ボ
タ ン状 , 不透明 , 黄白色を 呈す る集落 を も っ て 鑑 別し .
TS N培地お よ び S P S培地で は 一 応異 化し た集落 を も
っ て 目安 と した . La ctoba cillu s, B E P群 は L BS平板
培地上で 37 ℃ 72時間培養後 そ れ ぞ れ 1 ～ 3m m大 の 円
形, 不透明 , 乳白色 , お よ び 0.5 ～ 2m m大 の 正円 , 半
透明, 白色 , 光沢あ る半球状隆起 を呈 す る 集落を も っ
て鑑別し た . Ba cte r oide sは選択 G A M平板培地上 で
37 ℃ 72時間培養後 1.5 ～ 3m m大 の 円形 , 半透 明 , 白
色, 光沢 あ る集落を も っ て鑑 別し , 各菌と も随時釣菌
して 同定 に 供 した .
3. 嫌気培養法
室温触媒を も ちい た 嫌気培養ジ ャ ー ( 富永･ 東京)
を使用 し , C. pe rfrin gen sの 検索 に は H2 下 で 37 ℃
24時間培養 した . C. pe rfringe n s以 外 の 嫌気性菌 の
検索に は気相を90 %(Ⅴ/V) H2,10 %(Ⅴ/V)C O2 と
し, 37 ℃で 72時間培養 した .
4. 分 離薗の 同 定
C. pe rfringe n sは Nagle r培地上 の 定型的 な集落所
臥 乳糖分解性 , レ シ チ ネ ー ス 反応 , グラ ム 陽性お よ
びC. perfringe n sA 型 菌 の 抗 a 毒 素 (We11c o m e
Lab. ,Becke nha n.)に よ っ て レ シ チ ネ ー ス 反応 が阻止さ
れる こ と をみ る W illis ら
8)の 方法 に よ っ て 同定 し た .
La ctoba ci11u sは集落お よ び朗微鏡下 の 形態所 見 , グ
ラ ム 陽性 , L B S培地 上 で 好気発育 す る こ と , お よ び カ
タ ラ ー ゼ 反 応 陰性 の 所 見 に よ り 同 定 し た .
Bifidobacte riu m, Euba cte riu m, Pr opio ni･
ba cte riu m は集落お よ び朗微鏡下 の 形態所 見, グ ラ
ム 陽性, L B S培地上 で 好気発育し な い こ と , お よ び カ
タラ ー ゼ 反応陰性の 所見 に よ り推定 し た . こ の 所見 の
みで は三種 を区別 しが た い の で BE P群 と し て 表現 し
た
. Ba cte r oide sは集落お よ び朗微鏡下 の 形態所見 ,
グラ ム 陰性 , 選 択 GA M寒天培地 に 好気発育 をし な い こ
と, お よ び カ タ ラ ー ゼ 反応陰性 の 所 見 に よ り同定し た .
5. T SN 培地に お け る C. pe rfringe n sの 集 落確 認
試験
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T S N培地中 の 黒色集落を Nagle r培 地上 に 接種 し
て
,37 ℃ 24時間嫌気培養後 , 上記 レ シ チ ネ ー ス 反応 を
示 す特徴 あ る C. perfrin ge n sの 集落形態 を と る も の
を C. per
･fringe n sと確 認し た .
6. 乳酸生菌製剤
実験 の 途中 か ら施設の 老人に 対 し , 乳酸生菌製剤 ヤ
ク ル ト (ヤ ク ル ト . 東京) が毎 日 1 びん(65山 容畳)
ず つ 与え られ た . こ の ヤ ク ル ト中の La ctoba cillu s 生
菌数 を測定 し た と こ ろ , 5本 の 平均値で は3.7 × 108/
mエで あ っ た .
7. 凝集反応用 杭血 清の作製
凝集抗原用培地と して 3% (W/V) ポ リ ペ プ トン (
大五, 大阪), 1% (W/V)グ ル コ ー ス お よび 0.5%食
塩(pH 7.4) を もち い た . この 培地を中試(16.5×165
m m) に 10ml ずつ 分 注 し て 115 ℃15分滅菌 した . 抗
原と して は ノ ー マ ル フ ロ ー ラ の C. pe rfringens を 考
えて, 人 糞便 の非加熱分離の菌 をも ちい た . こ の C.
perfringe n s の 分離菌株 を上 記培地に 接種 し, 37 ℃ 9
時間培養後, 1 00 ℃ 60分加熱 した後3500 回15分遠心 し,
上 帝を捨て沈査 を滅菌生食水に 浮遊 し, 更 に3500回15
分遠心 した後上 滑を捨て, 沈査 を滅菌生食水 2ml に
浮遊 して 抗原 と した . こ れ を家兎耳静脈に 5 日毎 に ,
0.5ml, 1.Oml, 2.Oml, 3.Omlと量 をふ や しな が ら注射
した . 最後の注射か ら 7 日後, 兎か ら採血 して凝 集反
応用抗血清と した .
8. 凝集反 応試験
凝集反応に も ちい る抗原 は前記抗血清 と同 じ方法で
作製 した . た だ し , 培養時間 は1 8時間と し た . 抗原 に
も ち い た 菌株 は す べ て 糞便か ら非加熱 で 分離 し た もの
で あ る . 凝集反応試験 は抗血清を生食水で 25倍 に 希釈
し た後, 次々 に 倍々 希釈 を して 1 600倍希釈液 まで 作り
小試(12× 105m m) に 各希釈液を そ れ ぞれ 1 山分注 し
た
. 更に 抗原 を 1滴 ず っ 加え て 43℃恒 温槽 で 4時間後
に 判定 し , 更に 室温 に 24 時間 お き最終凝集値 を確認 し
た (He nde r s o n1 4)).
9. C. pe rfringe n sの α 毒素産 生と α 毒素の 測 定
α 毒素産生 用培地 は牛肉汁 に 2 %(W / V) プ ロ テ オ
ー ス ペ プ ト ン (Difc o),0.5 %食塩を加 えpH 8.5 と し中
試( 16. 5 × 1 65m m)に 8 山 ずっ 分注 し て ,20 %(Ⅴ/ V)
に 牛肉か す を 加え , 120 ℃ 20分滅菌後 , 菌の 接種直前
に 無菌的に 果糖を 1 %(Ⅴ/ V) に 加え た1 51. 前培 養15
時間の 薗液 0.2mエを上記培地 に 接種 し , 37 ℃ 7時間培
養を お こ な っ た後 , 3000回1 5分速JL､し , そ の 遠心 上宿
を と っ て 毒素測定 に 供 し た . a 毒素の 測定 は Evans1 6)
の 法号し た が い , 毒素液 1皿 ほ 中和 す るに 必 要な抗毒
素の 力価 で 表 わ し た . す なわ ち , 1α - 抗毒素価に 相当
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す る場合 を1a A E/mL(Antito xin equivale nt) と し
た( 当教室で 測定 した 1aA E は 57 L D5｡に 相 当し た
1 7)).
卵 黄液 は Va n Heynin ge n1 8)の 方法で 作成 し , 測定 に
もち い た .
1 0. 糞便中 の C. pe rfringens α 毒素の 判定
生食水 に 糞便 を 20% (Ⅴ/V) に懸濁 し . 1000回 20
分遠心 し た後そ の 上清を とり ,K M- Nagle r平板上 に 金
属製小円簡( 8× 10m m) を た て , こ の 中に 上清0.2mエ
を滴下 し37 ℃ に 24時間お い た後 t 円筒の 周 臥 こ レ シ
テ ネ ー ス 反応が 現れ た もの を 陽性 と判定 した .
11. α 毒素産生用の 糞便加 ク ッ ク ドミ ー トブ ロ ー ス
ク ッ ク ド ミ ー ト ナ ロ ー ス は Ya m agishi, Ishida &
Nishida
19)の 法に よ り作製 し . 糞便を 5% , 10% , 20
% (Ⅴ/V) に加 え た . 滅菌後 1% NaO HでpH 7.0 に調
製 し た .
1 2. 20 %糞便懸濁培地
試験管 (16 x 180m m) に 生食水8m ほ 入 れ , 糞便 2
ml容量を 加 え 120 ℃ 15 分滅菌 し た . こ の 培 地 の p削ま
6,0 ～ 6.8 を示 し た .
成 績
Ⅰ . C. perfrin 酢 n S数 測 定に お け る 加熱処 理 の 影
響
糞便 か ら定量的 に C. pe rfringe n s数を 測定 す る 際
加熱処 理 に よ っ て 無胞子薗を除外 し た方 が測定し やす
い の で , 糞便の 加熱前処理 の 影響を先ず検討 した . 24
例の 糞便試料 に つ き 1 70 ℃ 10分間加熱処理 の 前後 で
菌数を測定 し た と こ ろ ,表 1 の ごと く 11例 は加熱前後
で ほ と ん ど 歯数 が変 ら ず , 10 例は 加熱後 の 菌数が
1/10 程度減少し, 残 り の 3例 ほ加熱後 の 菌数が10倍
程度増加 した . こ の 増 加 した 例 は he at- Sho ck に より
spo reが 活性化す る こ と に よ るの で はな い か と考え ,
次の 実験を お こ な っ た . す なわ ち , 加熱処理 後, 菌数
増加 を示 し たNo.16 と減少 し たNα19の 2 糞便試料につ
表1 加熱処理 の 糞便中 C. perfringen s数に お よ ぽす 影 響
加熱a) 後の菌数の増減 糞便件数 内 訳 (諾妄克郎
増加したも の
増減の な い もの
減少 した も の
11
10
105台か ら106台 2例
1 04台か ら105台 1例
10
7台 Ⅰ例 106台 4例
105台 4例 1 04台 2例
106台か ら105台 4 例
105台 か ら1 04台 5例
104 台か ら1 03 台 ユ.例
a)70
0
ClO分加熱
b) 糞便1rnl容量申の菌数
表2 糞便加熱処理条件 と C■ pe rfringe n s数
糞便 (1 ml容量) 中の 生菌数
P
70
0
C 加 執 8げC 加熱
番 号 非 加 熱
10分 20分 30分 1 0分 20分
ロ 2.8×105 2.6×104 5.6×103 6･4 ×10
3 3･2×104 4 ･8×10
4
2 4.6×10
6 1.5×106 7.8×1 0
5 1.2×106 1 ･9×1 0
5 1 ■4×10
5
3 1 .6×10
4 6.8×103 4.0×.1 0
3 7.6× 103 3･0×10
3 2･0×1 02
4 1,9×105 4.2× 108 4.6×10
6 4.6×10
6 3･6× 106 2･6×10
6
老人腸管内 Clostridiu m.perfringen s の恒常性 と菌数値
き , 各10個 に 分 け て 加熱処理前後の C･ perfrin ge n s
生菌数を測定 し た . 軋 19 は10 試料す べ て に 加熱後菌
数の 1/10程度 の 減少 が み られ ,Nα16で は 10 試料中1
個が加熱後同菌数 で あ っ たが ,9 個は 10倍程度の 菌数
増加を示し た . す な わ ち , 加熱 に よ っ て 菌数が ｢増加
す る｣ と か ｢減少す る｣ と い う こ と ば , 該糞便内の C.
pe rfringe n sに
一 定 し た性質 (お そ らく は胞子形成と
関係す る) で あ る こ と が わか っ た . つ い で 加熱条件と
して 糞便を 70 ℃ 10 分,20分 ,30分お よ び 餌 ℃1 0分 ,
20分の 加熱前処理 を お こ な っ て , こ こ か ら分離さ れ て
く る C. perfringe n s数 の 変化を 検討 し た ( 表2 ). こ
れらの 加熱条件 に よ っ て 約 10~1減少 す る も の , ほ と
ん ど変ら な い もの , あ る い は活性化 に よ っ て む し ろ約
10
1 ふ え る もの の あ る こ と が 確認 さ れ た . 以 上 の 成績
を総括する と , 70℃ 10分が 非加熱 に 最も 近 い 値 を示
す こ と が わか っ たの で , 以 後は 分離 の 便利 さ を考 え ,
78℃10分 の 加熱処理 をも ち い る こ と と し た . 70℃30
分あ るい は80 ℃ 10 分の 加熱 を加 えた 場合 も, 70 ℃
10 分の 加熱 と は とん ど変 ら な い 値を 示 し た .
Ⅲ . C. pe rfrin ge m s分離用選 択培地 につ い て
著者 は実験 の 前半 は K M･Nagle r平板培地 を糞便中
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の C. pe rfringe n s分離用培地 と して もち い て き た が ,
実験 の 途中 に T S N寒天培地 お よ び S P S寒天培地 の 効
用性 を考え , こ の 3 培地の 検討 を試み た . す な わ ち ,
K M- Nagle r培地 , TSN 寒天培地 お よび SPS 寒天培地
に つ き ,糞便 1nL容量申の C. pe rfringens 数 を比較 し
た と こ ろ , T S N培地と S P S培地 の 黒化し た集落数 は ,
K M- Nagle r培地の 定型的な C. pe rfringe n s集落数 よ
り も 101 ～ 102 程度多く 現れ る こ と . お よ び T S N培地
は S P S培地 よ り も集落数が や ゝ 多く 現れ る こ と が わ
か っ た ( 表3 ).
つ い で 黒 化し た集落の す べ て が C. perfringe n sで
あ る か ど う か を調 べ る ため . T S N培地の 黒化集 落 を
KM ･Nagler 培地上 に接種 して 確認 し た . 成績 は 表 4
に示 す ごと く , 老人の 糞便試料 で は調 べ た黒 化集落の
す べ て が C. perfringen sと 一 致 す る場合 もあ り ,そ の
誤 差は多 く て も 101 も異 る こ と は な い の で , や や 多 め
に検 出さ れ る と考 えれ ば 使用 に 耐 え る こ と が わ か っ
た . ま た 70 ℃ 10分加熱処理 の 場合 と非加熱の 場合も
菌数 に め だ っ 程 の 影響 はな か っ た . 一 方 , 乳幼児の 糞
便試料で は 黒化集落が C. pe rfringe n sで な い 場 合 が
しば し ば あ り ,加熱前処理 に よ っ て も C. perfrin gens
表 3 C. pe rfringe n sの 選 択分離培地の 比較
(人糞便中の 生菌数/ml糞便容量)
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表 4 T S N培地で の 異 化 コ ロ ニ ー と C･ perfringen s
糞 便 試 料
非 加 熱 試 料 70
0
C lO分加熱試料
異化コ ロ ニ ー 数 指 標
b,
異 化 コ ロ ニ ー 数 指 標
A 7.20
a) (15/
/
16) 7･95 (16 / 16)
B 6.56 (6/ 8) 6･34 (24/24)
C 6.08 (16/
/22) 5･66 (6/20)
成 人 D 5.73 (4/
/24) 4･96 ( 7 / 24)
(21～ 73蕨) E
F
5.20 (8/21) 5 ･75 (
12/
/22)
5.15 (20 / 21) 5･6 2 (21/21)
G 4 .62 (20/32) 5･76 (20/20)
H 4.20 ( 6 / 8) 4 ･38
(10/12)
ロ 8.81 ( 0/
/
ノ
24) 4-97 ( 1/24)
ロ
K
8.43 ( 7/16) 6･41 (0/ 7)
6.41 ( 5/16) 3･64 (7/
/15)
乳幼児
L 6.15 ( 5/1 6) <2･30
(6～ 19ヵ 月)
M 5.14 ( 0/22) 2･78 (
0/ 3)
N 4 .98 ( 0/ 抽 5･08 ( 0/1 2)
0 <2.30
<2･3(j
a) 数値はlog川 で 表示 した
b) 指標‥ 璃
数が著 しく減少 を示し た . 以 上の 結果か ら老人糞便 に
っ い て は t 実験の 途中か ら T S N培地を も ちい て 菌 数
を 測定す る こ と に した (し た が っ て 実 験 の 前半 K M
-
Nagler 培地 で 測定 した C･ perfring9n S数 (本文中に
明記) は T S N培地 で 測定す れ ば 表記よ り 更 に 10
1
～
102 ･程度多 い こ と に な る).
Ⅲ . 老人 の 正 常腸管内の C. perfringe n s数 に つ
い て
被検老人の 属 す る施設は , 本実験 を始 めて 2週後か
ら乳酸生菌製剤 (ヤ ク ル ト) の 投 与を は じ め た の で t
投 与前の 2週間に つ き3日 間隔で 5回検便を お こ な っ
た 成績 を 一 応投与前 の コ ン ト ロ
ー ル と考え た ･ 各実験
毎 に 全員か ら糞便試料 を得 る と い う わ け に は ゆか なか
っ たの で , 実験毎 に 試料数が異 っ た が , 5 回の 検索 に
おけ る 全試料 は107例 で , そ の う ち 10
6
/ mエ台以 上 の
C. pe rfringe n s数を示す試料 は34例( 32 %)で あ っ
た (K M嶋 Nagle r培地使用). こ の 糞便 上山容量 あ た り
10
6 台以 上 の C. pe rfringe n s数 を示す人 の 件数 に つ
い て 仔細 に 検討 す ると . 表5 の ごと く常 に こ の 値 を示
す人が い る 半面, 常 に 示さ な い 人が い ると い う傾向が
見 られ た ( 残り の 20人 は こ の 中間的位置に あ っ た)･
以 上 か ら老人 の 正 常陽管内 に 多数 の C･ perfringen s
が 一 過性 で な く , か な り長期 に わ た っ て 存在す る例が
意外に 多い の で は な い か と推定 さ れ た -
Ⅳ . 乳酸生菌製剤投与後の 腸管内嫌気性細菌相
上述 の 実験直後か ら被験者30 人に Lactoba cillu s
c a s ei の 生菌 を主 体 とす る乳酸生菌製剤(ヤ ク ル ト)の
1 日 1 びん の 投 与が始 ま っ た が , そ の 後 13週 に わ た っ
て こ の 披検者を調 べ た . そ の 成績 は表6 に 示 す通 りで
あ る . 乳酸生菌製剤の 飲用 を はじ め て 最 初の 7週間は
毎週 1 日ずつ 計 7 回(実験番号 6-1 2) 検索し た ･ 被
検 試料数 は 167例 , そ の う ち 10
6/ mL 以 上の C･
perfringe n s数を 示す試 料は 74例 ( 44 %) で ･ こ れ
に つ づ き 2 週間隔で 3回す な わ ち 6週 間 に わ た っ て
(実験番号1 3- 15) 検索し た が , こ の 期間の 成績は
49% と な り 乳酸生菌製剤 を飲 む こ と に よ っ て C･
pe rfringe n sが減少 す る と い う現象 は起 ら な い こ
とが
わ か っ た (K M･Nagle r培地使用).
こ の 傾向 は 1年後 に 測定 した 際に も 見 ら れ た ･ た た
し , こ の 時 に は T S N培地が Nagle r培地 よ り も 1O
l
～
.
.
.
‥1･.･.
‥･≒
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2 C. pe rfringe n s 数が 多く検出さ れ る こ とが わ か
っ たの で , T SN 培地で 培養し Nagle r培地 で 確認 す る
方法に よ っ て お こ な っ た . こ の 新培地 を も ち い た結果
は糞便 1mL容量 あ たり 10
7
以 上 の C. pe rfringe n s数
をも つ 人が 43% とい う 高 い 数値 を示 す こ と が わ か っ
た .
上記実験 と併行 して 実験番号1 - 15に つ き 糞 便中
の 主 力 細 菌 で あ る La ctoba cillu s, B EP群 ,
Bacte r oide sの 菌数測 定 をお こ な っ た . 乳酸生菌製剤
飲用前(実験番号1-5), 乳酸生菌製剤飲用後 7週間
( 実験番号6 - 12). お よ び飲用 後8 退か ら 13 週ま で
( 実験番号13 - 15) の 区分 に わ け て ま と め た . 結果
は表7の ごと く La ctoba cillu sは 10
8
/ mL以 上 を 示 す
試料が そ れ ぞ れ 25 %, 37% , 40 %で 漸次増加 す る
傾向を示 し , B EP 群 で は 10
7
/mエ以 上を 示す 試 料 が
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14% , 15% , 15% とほ とん ど 増減 な し で あ っ た .
Ba cteroi de sで は 10
9/mL以上 の 件数 に つ い て み ると
81 %, 61 %, 46 % と減少す る 傾向を示 した .
なお , 上述 の 乳酸生菌製剤を老人 に 投与し て い る期
間 に ,老人腸管 と比較 す る意味で 1 カ月 か ら 19 カ 月以
下 の 乳児1 2人 に 対 して も乳酸生菌製剤の 影響 を調 べ
た
. 表 8に み る ごと く老人 と異り ,La ctobacillu s数は
著 し い 増加を 示 した . 飲用前 は 1mエ糞便容量中 108 台
が 12試料の う ち僅か 1例 , 10
9 台が 0 で あ っ たの に .
飲用 を開始 して 2週間目 に は 10
8 台が 12試料申8 例
( 66%)と な っ た . 飲用を っ づ けて 60日目 で は108 台
が 1例 ,109 台 ま た は それ以 上 を示す試料 が 10例(108
台以上 は92%) と激増 した .
Ⅴ . 老人 腸管内 C. pe rfrimge n sの 恒常性
先に 乳酸生菌製剤 を投与前 5回 に わ た っ て 検索 した
表5 糞便中の C. perfringen sの 恒常性 ( 乳酸生菌製剤投与前)
被 検 者 名 検 索 回 数 雷撃妄票㌍完窓数 備 考
H . K . 5 4
以後 1年9 カ 月に わ た るK . Y .
ロ
H . U .
群
H . T .
5･ 5
5 3 30 回の 実験 で も , 常 に 多
4 3 い 成績 を示 した(後述)｡
N . M . 4 4
M . C . 5 0
上述 の 実験途中, 常 に 少Y . M .
田
K . S .
群
S . M .
4 0
4 0
4 0
な い 値 を示 した(後述)｡
S . Y . 4 0
* 菌数測定は K M-Nagler培地 を使用
表 6 老人 糞便中の C,perfringe n s
実 験 期 間 被 検
糞便(1ml容量)qj . 下記の C. perfringe n s数
*
を示 す試料数
糞便数 105 未満 105 台 106 台 1()7以上
乳酸生 菌製剤
飲用前
107 25 48 18 16
｣ (32% ) ｣
飲用 後1 ～ 7 週
飲用 後8 ～ 13過
167
73
30 63 39 35
｣ (44% ト｣
8 29 2巨 _ (｡9 % )｣
1
* 菌数測定は K M･Nagler培地を使用
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老人糞便 で .す で に C. perfringe n s数 が 常に 多い 人 と
常 に 少な い 人が あ る との べ た が , 乳酸生菌製剤投与後
25回 に わ た っ て 検索 し た結果 , こ の こ とが 確認 さ れ
た .25回の 検索の 申, 最初 の 10 回は K M-Nagle r培地 ,
後 の 15回 は T S N培地 で C. pe rfringe n s数 を 測定 し
た が , そ れ ぞれ の 値を 表9 に ま と め て 成績と した ･ そ
の 結果 は糞便 1mエ 容 量 あ た り 10
7台 も し く は そ れ 以
上 の C. pe rfringe n s数 を含有 す る場合 を 多 い も の
の 基準 と した と き , 恒常 的 に 多い グ ル ー プ (Ⅰ 群), 少
な い グ ル ー プ(Ⅱ群), お よ びそ の 中間 グ ル ー プ(Ⅲ群)
に 分か れ る こ とが わ か っ た . 乳酸生菌製剤を飲用して
も ,各群 に お い て C. perfringe n s数 の 増減 に は はとん
表7 老人 糞便中の嫌気性菌に お よ ぼ す乳酸生菌製剤の 影響
菌 種 細菌数/･1ml容量糞便
左 記 の 菌 数 を 示 す 件 数
(晶晶曽7) (憲造築2, (嘉亀)
109 以 上
108 2;)(25%) 5;)(37%) 2;)(40% )
La ctoba cillu s lO7 3 5 50 21
1 06 13 16 6
106 未満 39 23 14
108 以上
107
B E P群
106
;)(14% )
1
:)(15%) :‡(15%)
2 3 1
106 未満 99 118 58
1 09 以 上 98 (81%) 88 (61%) 32 (46%)
108 ･ 8 43 15
Ba cter oide s lO
7 1 11 12
106 1 0 3
106 未満 12 0 7
* ヤ ク ル ト1 日 1 び ん投与
飲用前 : 3 ～ 4 日ごと に 計5回採取
飲用後 1 ～ 7週 : 1週 間 ごと に 計 7 回採取
飲用後 8 ～ 13週 : 2週間 ごと に 計 3 回採取
表 8 乳酸生菌製剤投与 と乳幼児糞便中の 乳酸菌の消長
乳酸 菌 数
(糞便1mlあた り)
左記の乳酸菌数 を示 す試料数
投 与 前 投与
*14日後 投与
*
60 日後
10
9 以上
108 ;(8%, :(66%, ?)(92%)
107 2 0 0
106 0 0 0
106 未満 9 4 1
*
ヤ ク ル ト 1 日1 び ん投与
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ど変化 を見せ なか っ た . こ れ らの 検索中 10
丁 ～ 10
g 台
の 菌が常 に 検出さ れ る人が い る こ とか ら , 果 して こ の
よう な 多量 の C. pe rfringe n sを終 日 も っ て い る の か
どう か を 見 る た め , 2 日間連続 し て 糞 便 申 の C.
pe rfringe n s数 を測定 し た (TS N培地使用)･ す な わ
ち, 毎月2 日間ず つ 5 カ月 に わ た っ て 調 べ た の で そ の
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成績を表 10に 示す . 常に菌数の 多 い 人は糞便中 10
8/
山以 上 の 高 い 数値が 2 日連続 して お り , き わ めて 多数
の C. pe rfringe n sが 少な く と も 24時間 つ づ い て 腸管
内に 存在 し て い る こ とが わ か っ た .
Ⅵ . C. pe rfringe n sの 定着性
こ の よう に 恒常的に 多数存在す る C. pe rfringe n s
表9 糞便中の C. perfringen sの 恒常性 ( 乳酸 生 菌製剤投与後)
被 検 者 名 検索回数a) 警聖書票讐警凝㌫/
ml
%
H . K . 19 1 8 95
K . Y .
ロ
H . U .
群
H . T .
16 1 4 88
24 22 92
17 15 88
N . M . 18 13 72
M . C . 19 3 16
Y . M .
田
K . S ,
群
S . M .
12 2 17
25 2 8
25 2 8
S . Y . 15 0 0
a) 25 回検索 した が , 毎回必ず しも 全員から試料が得 られ な か っ た の で 各人 に よ り検索
回数 が異な る｡
b) 最初の10回 は K M-Nagler培地, 後 の15 回 はT S N培地で計測 し, 両方 の 倍を まと
め て示 した｡
表10 連 続2 日間の 糞便中 C. pe rfringe n s数
検 査 日
C. pe rfr inge n s数a)(糞便1 ml容量中)
Y . E .
b)
T . N . H . U . K . Y . Y . N . J . S .
1 975年 29 日 1 08 川9 109 10
6 106
1月 30 107 108 1 09 10
6 105
18 日 108 10
8 105
2月
19 10
8 1 08 10
5 104
12 日 106 10
8 108 105 10
6
3 月
13 108 108 10
5 105
9 日
4月
10
107 10
d lO5 10
5
108 108 10
8 103 104
10 日
5 月
田
108 109 109 10
5 105
1 07 10
8 1 05
a) T S N寒天 培地を使用
b ) 被検著名
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表11 異な っ た時期に 分離 した H. U. 氏 由来株 の 被凝集性
検 査･日 被検菌a) 株数 凝集陽性C) 薗株数
'
74 3 月13 日 11 1 0
5 13 23 11
27 19 15
6 3 21 1 5
10 17 15
28 12 11
7 8 103 103
10 11 11
19 23 23
22 20 20
10 2 20 19
2 23
b) 22
11 25 19 19
12 26 8 6
'
75 2 21 20 17
8 12 1 6 4
9 2 23 5
10 11 26 23
a) 糞便か ら非加熱で分離 した｡
b) 70
0
C lO分加熱分離株
c) E. U. 由来 H ひ1株抗血清に 対す る 凝集価 1:1600
表12 異な っ た時期 に分 離 した T. Y. 氏 a) 由来株の 被凝集性
検
･
査 ｡ l, 被検薗b)株 数
下記の 抗血 清と凝 集陽性の 菌株数
T Y-1C) T Y-2 T Y-3 T Y-4 T Y-5
謂年 30日 3 0 0 0 0 0
10 2 4 1 1 0 0 0
26 6 0 2 0 0 0
28 6 0 2 0 0 0
12 26 9 2 3 2 1 1
1975年 8日1月 5 0 0 0 0 0
27 12 0 0 t) 0 0
8 26 15 0 0 0 0 0
a) 糞便1 ml 容量 中 103v lO6 の C. pe rfringe n s数 を常に 含有 した｡
b) 糞便か ら非加熱で 分離 した｡
c) 12月26 日T, Y. 氏 よ り分離 した 9株よ り免疫学的 に異 なる 5種 の 血 清(T Y-1～
T Y-5)を作成｡
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はあ る
一 定 の 歯株 が腸管内 で 増殖し て 多数存在す る の
か . ある い は 多種類 の C. pe rfrin ge n sが 絶え ず腸管 に
入り , 増殖 す る こ と に よ るの か を 見る た め に 次 の 実験
を お こ な っ た . 元 来 C. pe rfringe n sは 免疫学的 に は株
特異性 を も つ こ と か ら , 非加熱分離 した腸管ノ ー マ ル
フ ロ ー ラ と し て の C. pe rfringe ns の 1 株で 免疫 し , こ
の 抗血清 と の 凝集反応 で 腸管か ら分離 さ れ て く る 薗の
免疫学的性質 を し ら べ た . 実 験 と し て は 常 に C.
pe rfringe n sを 多く 示 す人 (H.U . 氏) か ら得 た 1 株
(H U-1株 と 命名) で 抗血清を作り , 1 年8 カ月 に わ た
り H. U . 氏か ら得 た 415株 に つ き , こ の H U-1抗血清
に対す る 被凝集性 を検索 し た . こ の 結 果 は表11の ごと
く実験期間中 こ の 抗血清 に 終末価( 1:1 60 0)ま で 凝集
す る南棟が常 に 存在 し た . 実験の 途中 , 約300g の 糞便
に つ き 各所 か ら 103 株を得 たが . す べ て 終 末価 ま で 凝
集し単 一 の 薗が支配 し て い る こ と が わ か っ た . し か し
なが ら , H . U . 氏 の ご と く常 に 多数の C. pe rfringe n s
を保有す る N. M . 氏 に つ き , 1975年8 月2 2 日の 糞 便
より 分離し た 1株(N M･1株 と命名)で N M･1抗血清 を
作り凝集反応を お こ な っ た と こ ろ , 短 期間で 菌の 交代
が み られ た . す な わ ち . 20 日前の 8月 2日 の 分離株 7
株の 中6 株(85 %). 8月22 日当日 の 22株 の 中11株
(50 %), 9 月2 日の 12 株の 申10株 ( 83%) が凝集
したが ,10月 7 日以後 の 分離株か ら は 凝集 す る株 が み
ら れな く な っ た . こ の よ う な菌の 早期交代 は恒常的 に
C. pe rfringe n s数 の 少 な い 人 (T ,Y. 氏) に つ い て も
みられ た . す な わ ち , 1974年12月 26 日に T. Y . 氏糞
便か ら分離し た9 株の 中に は t す で に 5種 の 血清型が
存在す る こ と , か つ t 各血清型 は他 の も の と凝集 し な
い こ と を確 め て , こ の 5樺の 抗血清 に つ き そ れ ぞ れ凝
表13 高数億の C. pe rfringen sc arrier か ら分
離 した該菌の α 毒素原 性
α 毒素原性
(A E/Inl)
1.5
1.0
0.8
0 .6
0.4
0.2
< 0.2
菌 株 数
*
1
6
9
1
1
｢
⊥
l
*
す べ て 出.U . 氏由来
集反応を お こ な っ た . 成績 は表 12の ごとく 血清型の す
べ て は分離の 日以後短期間 に 現れ なく なり .1975年1
月8 日以 後の 検査に は5種 の 抗血清 に 対 し凝集する菌
株 は全く み られ なか っ た .
また , 糞便申103 ～ 107 台 /mいD C. perfringe n s数
を も つ 新生児にも血清型 の 早 い 交代 が み ら妊た . こ の
抗血清 は1975年 4月 25日の 分離菌31株の 中 の 1 株
か ら作 っ たが - こ の 抗血清 に 対 し直後 で は 31 株の 中
27 株( 87 %)が 凝集し た が , 5 日後 の 分離菌か ら は 1
株 も凝集 しな か っ た .
Ⅶ . 腸管 の C. p即 frimge m sの α 車乗原性
以上の 結果か ら老人腸管内 に ノ ー マ ル フ ロ ー ラ と し
て C. pe rfrin ge n sが異常 に 多く恒常的 に 存在す る こ
と が わ か っ た が , 次に そ の α 毒素原性 に つ い て 検 討し
た . 1 人の 糞便試料か ら 1株の C. pe rfringe n sを と る
方法で 実験 の 途中93 株を分離 し . そ の α 毒素 を 測定
し た と こ ろ .93 株の う ち 45株が 1.O A E/mほ た は そ れ
以 上の 毒素原性 を示 し た . した が っ て か なり 強い 毒素
原性を も つ 菌を 腸管 に 多数保有する こ とが わ か っ た .
次 に常 に 107/ mL 以上 の C. pe rfringe n sを保有 す る 老
人 (H .ロ .) の 同 一 時期の 糞便か ら 20 株を分離 し , そ
の α 毒素原性を調 べ た . 結果 は表13 の ご とく , 分離株 の
大部分 は 0.8 ～ 1.O A E/mJ の 毒 素原性 を 示 し た . C.
pe rfringe ns が 10
7
以 上 , 時と し て 109 に 達す る高 い
レ ベ ル で 含有 さ れ , その 腋 毒素庶性も か な り商い に も
か かわ ら ず, こ の 老人 に つ い て 特記す べ き 臨床的症状
は なん ら み ら れ なか っ た .
Ⅷ . 糞便 中にお け る α 毒素産生 の抑制
上 記 の 如 く 恒 常 的 に 且 つ 高 い 数 値 に C.
Perfringens が存在 し , そ の α 毒素原性も か な り 高い
こ と が わ か っ た の で
, 当然糞便中の α 毒素の 存在 が問
題と な る . し か し なが ら著者の 方法 で は107 ～ 10g の
C. pe rfringe n s数 を証 明で き た 人の 糞便(H. U . 氏)
に も α 毒素 を証明 す る こ と は で き なか っ た . そ こ で 著
者は 糞便が α 毒素の 産生を抑制 す る の で は な い か と
考え て 次 の 実験 をお こ な っ た . 4 人か ら得た賛便試料
を も ち い て 4例 の 糞便懸濁培地 を作 り , H . U . 由 来
の 分離株 の 1株 RU-1 ( 1.OA E/ 扉 の 毒素原性 を も つ)
を そ れ ぞ れ に 接種 し , 増穂と α 毒素 の 産生 を検討 し
た . 成績 は表 14の ごと く H U-1株 は 4例 の 培地 と も
1 08 台 に 増 殖 し た が , α 毒 素 は い ず れ の 培 地 に も
0.05 A E/ ml 以下 で は とん ど無視で き る もの で あ っ た .
そ こ で 強毒素原性 の B P 6 K株を も ち い , 糞便懸濁 ク ッ
ク ド ミ ー ト培地 で 培養 し たと こ ろ , 増 殖 は い ず れ も
1 0
8 ～ 10
9 台で あ っ た が , α 毒素の 産生 は糞便塵 が多
く な るに し た が い 抑 え られ る 成績を示 した ( 表15).
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考 察
糞便中の C. perfringe n s数 は それ ぞ れ の 国 民 に よ
っ て 異る2 0r2 =と思 われ るが , Sutto n2 2)は衛生的環境が
悪 い と こ ろ に 住 む人 は C. pe rfringe n s数が 多 い と 述
べ て い る . し か し本研究 で は同 じ環境 に 住み , 同 じも
の を食 べ て い る老人 の 間 に も糞便中 C. pe rfringe n s
数 の 明 ら か な 遠 い が み ら れ た . 更 に Sutto n &
Hobbs
2 3> は 食 中毒 の 際 , 糞 便 申 1 05/g 以 上 の C.
Perfrin gens が あれ ば食中毒起炎歯と して の 目安に で
き る と の べ て い るが . 本実験 で 107 ～ 109/ mいか菌数を
も つ 人達 は い ず れ も臨床的症状 をみ なか っ た . 恒常的
に 多数の C, pe rfringe n sを腸管内 に 持 っ 老人(H.U .)
か らの 分離繭 の 多く は 1年8 カ月間 を適 し て 同 じ血清
型で あ っ た . し か し , 同様 に 多数 の C. pe rfringe n sを
保有す る老人(N. M .)の 場 合は短期間 で 他 の 血清型に
表14 C. perfringe n sH U-1a)の 糞便懸濁培地 に お ける増殖 と α 毒素産 生
a) 毒素培地(本文)で 1.O A E/mlの α 毒素 を産生 した
b) 上記の 頭文字の 4 名 か ら得た糞便 を用 い た
表15 C. pe rfringe n sB P 6 Kの 糞便加 ク ッ ク ド ミ ー ト培地 に お ける 増殖とα 毒素塵 生
糞 便 容 量 菌 数/ml
(Ⅴ/V%) (log川)
α 毒素
*
(A E′/Inl)
n
U
5
0
0
1
2
5
1
3
3
8
9
8
9
0
n
U
5
2
3
2
0
0
*
37
0
c 7時間培養
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交代し た に もか ゝ わ らず , 依然と し て 10
7
～ 109 台 の
高 い 菌 数 が 保 有 さ れ て い た ･ こ の こ と か ら C･
pe rfringe n s
の 定着性 に つ い て は宿主 の 腸管内環境 に
ょ っ て 影響 さ れ る も の で , C. perfrin ge ns の 個 々 の 南
棟の 特性 に よ る もの で は な い と 考え られ る .
ま た t か な り 高 い α 毒 素 原 性 を も つ C.
pe rfringen sが 多数存在 す る糞便中 に , a 毒素の レ ン
チ ネ ー ス 作用 を み る こ と が で き なか っ たが , こ れ に つ
い て Go udie
24)は 糞便中に a 毒素 を消滅さ せ る作用が
あり , その 最 も有力な もの と して 蛋白酵素の 存在を あ
げて い る . 本実験で 糞便を懸親 し た培地 は α 毒素の 産
生を抑制す る こ と が わ か っ た が , こ の 培地 は高圧滅菌
さ れて い る の で , α 毒 素が 証明さ れ な い の は こ の よ う
な蛋白酵素 に よ っ て 破壊さ れ る た め で は な い こ と は明
瞭で あ る .
T SN 寒天培地お よ び S P S寒天培地 は食品中 の C.
perfringe n s選択分離用 と して 工 夫 さ れ た も の で あ
る
25)が t Ma r shall ら
9) は T S N寒 天 培 地 に C.
pe rfringe n sを 46 ℃で 培養す る と , S PS寒天培地 よ
りも選 択培地 と し て す ぐれ て い る と の べ て い る . 本実
験の よ う に 糞便 を対象 と し た際 ,T S N寒天培地 の 異化
集落をす べ て C. pe rfringe n sと し て み な し う る か ど
うか に つ い て 検討 し た と こ ろ , 該施設の 老人糞便試料
の 場合は 102程度多 め に 検出さ れ る と 考え れ ば使用 に
耐える が , 乳幼 児 の 糞便試料の 場合は信頼で き な い こ
とが わ か っ た .
結 論
老人腸管内 C. pe rfringe n s数 に つ い て 糞 便 1 mL容
量 あ たり 1 0
7 台も し く は そ れ以 上 を含有す る場合を 多
い もの の 基準と す る と , 恒常的 に 多 い 人 と恒常的 に 少
ない 人お よ びそ の 【[l間の 人の 3群 に 分 かれ る こ とが わ
か っ た . 乳酸生菌製剤を 飲 ん で も C. pe rfringe ns 数 は
変化か なく ､上記 3群 の 人に も な ん ら影響が なか っ た .
同時 に 測 定 し た腸 内細 菌の う ち , La cto a c cillu s は 乳
酸生薗製剤の 投与と共 に 乳幼 児 の 腸管内で 著しく 増加
したが , 老人で は僅か に 増加 か み と め ら れ た程度 で あ
っ た
.---→ 方 . Ba cte r oide sは明ら か な 減 少を示 L た , C.
Perfringe n s放か 恒常的 に 多 い 群に は 糞便 1 mL容 量 あ
たり 1O7 ～ 1O9 の C､ Pe rfringe n sを常 に 保 有L , 且 つ
こ れ ら の 菌 の α 毒素原性が 1.O A E/ mほ た はそ れ以 上
を示 す老 人 も い た が . 臨床的症状 は 何も み ら れ な か っ
た . ま た老 人腸 管 の C. perfringen sの 定 着性 は 1年 8
カ月 の 期間全域 に わ た っ て 同血清型 が 続く場合と . 数
日て 交代す る場合 が あ っ たが , い ずれ も糞便中107 ～
lO9/ mL とい う C. pe rfringe n sの 高 い 数値 は変 らな か
っ た
. 他方 , C. pe rfringe n sの 低 い 数値 の 人の 場合は
血清型 が 絶え ず 交代 した .
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Abs眈ac瞳 Estim atio n w as pe rfor m ed o n the n u mber of aos tridium pe 所 nge ns in l ml
VOlu m e s of fe c al spe cim e n s collected fr om 30 he althy aged adults . Som e heal thy aged adults
pe rsitently c a rried C pe 所 nge n sat the le v els r a nging fro m lO7 to l O9, While so me othe r s
ra nged fro m l O
3
to l O
6
alt ho ugh an of the se adults had the s am e diet. A fe w adults were
r e v e aled to c a rry o verl O
7
cells with fairly stro ng α rtO Xige nicitie swithout any clinicalsympto m s.
Co ntin u ed d rinking of a co m m e r ci alprodu ct containinglive Lactoba ciZlusresulted in a gradu al
in c r e a s ein the n u mber s of Lac tobacillus a nd the decre asein the n um bersofBa ct eroides int he
fecal s a mple sbut didn ot yieldany cha nge in the nu mbe r of C peTJlinge ns. In thetest for
agglutinability of isolates ofC pe′介inge n s c olle cted fro m two elderly adults, a yO unger ad ul tand
a bady,it w a$ de m o nstr ated that m o stof theisolatesobt ain ed ffom an aged adultwit hpersist¢nt
high1e v els ofC pe 所 nge n sbelo nged to t he sa m ese rotype, W hile rapidalte r ation ofs eroty pes
C Ould be obse rv ed in thr e e ot he rperso n swith higho rlo wlevels. In spite ofs uch ahighnu mber
as l O
9 c pe 所 nge n spe r ml volu me of fe c es, n Otra C e Of αJtO Xin could be detected in the fe cal
Sa mPles･ Ir)in vitr o tests, fe c al su spension sup press ed the pr odu ction of aJtO Xin althoughit
SuPPO rted a suffic e ntgrowthof the organism . TSN aga rw asap plic able fo r e n u m e ration ofC
Pe7j[inge n sin fe c alsam ples ofadultsbutn ot in those ofinfa nts,
